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導電性中空糸膜と RT-LAMP 法を用いた新たなウイルス検出法の 
臨床応用の可能性に関する検討 
 
Study on the possibility of clinical application of the new virus detection using the 
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Human blood collected from donors is tested for viruses by nucleic acid amplification test (NAT), because 
blood products are made of human blood. However, infections exposed to the blood products including virus 
have been reported. From this background, we propose a new viral detection method using a metal-coated 
hollow fiber (MCH) membrane made of polypropylene coated with metal. This membrane has high conductivity 
and high viral concentrated effect. We found that viral detection using this membrane and the reverse 
transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP). This viral detection method was confirmed 
that rapid and equal sensitivity than NAT against DNA or RNA virus.  
In this report, we examined whether RT-LAMP in this detection could detect both DNA virus and RNA virus 
from sample mixed DNA virus and RNA virus. 
As a result, RT-LAMP could detect both DNA virus and RNA virus from sample mixed both DNA virus and 
RNA virus. 
Viral detection using MCH-membrane will contribute to not only the inhibition of viral infection by contaminated 






















NAT スクリーニングは、1999 年 500 人分の検体か
らごく少量ずつを 1 つにまとめた 500 プール検体





も毎年報告されていた。2014 年 8 月からは、検体












膜(metal-coated hollow fiber membrane；MCH)と
核 酸 増 幅 法 の 一 種 で あ る RT-LAMP(reverse 



















LAMP 法は特異性と増幅効率が高く、核酸を 15 分
～1 時間の短時間で 109～1010倍に増幅できるのが
特徴である。 
 導電性中空糸膜と RT-LAMP 法を用いた本手法の
有効性と NAT への適用の可能性を明らかにするた
めに、HBV と同じ DNA ウイルスである単純ヘルペ
スウイルス 1型(Herpes simplex virus type1；


















を示してきたが、これらは DNA ウイルスと RNA ウ
イルスを個別に検査対象として検討した結果であ















 本研究では、実際に問題とされている DNA ウイ
ルスである HBV、RNA ウイルスである HCV や HIV を
本検査法で検出することを最終的な目的としてい
る。現段階ではその基礎検討であるため、DNA ウイ
ルスである HSV-1、RNA ウイルスである FCV を検査
対象として実験を行った。HSV-1 は、ヘルペスウイ
ルス科アルファヘルペスウイルス亜科に属し、外
径 120～200nm、正 20 面体の球形ウイルスであり、




外径 35～40 nm、正 20 面体の小型球形ウイルスで




ン ク で あ る ATCC(American type culture 
collection)より分譲を受けた。 
なお、本実験ではこれらのウイルスを滅菌水を
用いて、HSV-1 は 5×103 PFU/mL、FCV は 1×103 




















3.1 RT-LAMP 法の増幅産物の制限酵素処理 
NAT への適用を想定した複数のウイルスの同時







を 94℃で 10 分間加温した後、80℃で 30 分間イン
キュベートし、ウイルス被膜を破壊することで、そ
れぞれの核酸を得た。この核酸浮遊液から、RT-
LAMP 法の規定量である 5μL を適用し核酸増幅を





ぞれの増幅産物を HSV-1 に対しては HaeⅢ、FCV に






3.2 DNA ウイルスと RNA ウイルスの同時検出 




2.1 節の HSV-1 と FCV を含む混合試料を 94℃で
10 分間加温した後、80℃で 30 分間インキュベー
トし、ウイルス被膜を破壊することで、両者の核酸
を得た。この混合試料から RT-LAMP 法の規定量で
ある 5μLを RT-LAMP 法へ適用した。その後、増幅
産物をHaeⅢとAluⅠを等量混ぜた制限酵素によっ







4.1 RT-LAMP 法の増幅産物の制限酵素処理 
 HSV-1 と FCV の結果を比較するために 1 つの 3%
アガロースにて電気泳動した結果を図 1 に示す。





180bp と 149bp であるため、180bp、149bp 付近ま
で伸びた核酸バンドが確認されれば HSV-1 と FCV
由来の核酸増幅産物であるといえる。図 1 に示す
ようにレーン 2 と 4 では、それぞれ標的とした長
さ付近まで伸びた核酸バンドを確認でき、適切な
増幅が行えたといえる。レーン 3と 5は、HSV-1 と
FCV の増幅産物をそれぞれの制限酵素によって処
理した核酸フラグメントである。制限酵素によっ
て処理することにより HSV-1 は 200bp、180bp、
150bp、40bp 付近に、FCV では 140bp、70bp 付近に
核酸フラグメントが確認できた。 
このように制限酵素処理したそれぞれの増幅産











その結果を図 2 に示す。レーン 3 は HSV-1 の増
幅産物を AluⅠによって、またレーン 5 は FCV の
増幅産物を HaeⅢによって処理したものである。 








2:HSV-1 増幅産物   
3:HSV-1 増幅産物を HaeⅢ処理 
4:FCV 増幅産物     
5:FCV 増幅産物を AluⅠ処理 
 

























2:HSV-1 増幅産物   
        3:HSV-1 増幅産物を AluⅠ処理 
4:FCV 増幅産物     
5:FCV 増幅産物を HaeⅢ処理 
 
図 2  制限酵素による互いの増幅産物への影響 
 
4.2 DNA ウイルスと RNA ウイルスの同時検出 
 HSV-1と FCVの 2種類の核酸を混合させRT-LAMP
法により同時に増幅した。その結果を図3に示す。    
レーン 2 は HSV-1 と FCV の核酸を混合し同時に
増幅した後、HaeⅢと AluⅠを等量混ぜた制限酵素
によって制限酵素処理した核酸フラグメントであ
る。レーン 3 と 4 は HSV-1 と FCV のそれぞれの増
幅産物をHaeⅢとAluⅠにより処理した核酸フラグ
メントである。HSV-1 と FCV の核酸の同時増幅が
適切に行われた場合、理論的にはレーン 3 と 4 が
混合された核酸フラグメントがレーン 2 に確認で
きると考えられる。実際に図 3 のレーン 2 では、






























3:HSV-1 増幅産物の HaeⅢ処理 
4:FCV 増幅産物の AluⅠ処理 
 






この理由として、RT-LAMP 法には 4 種類のプラ
イマーを設計することにより標的遺伝子配列を特
異的に増幅できるという特徴があるため、これに





















による FCV の捕捉率が約 30～40%であることがわ
かっている。これは、導電性中空糸膜の細孔径









空糸膜を用いた本手法は約 2時間 30 分である。そ
の内訳は、検査試料の吸引とウイルス被膜の溶解
に約 5分、核酸分離と濃縮処理で約 25 分、核酸増
幅(RT-LAMP 法)に約 60 分、電気泳動による結果の
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